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Epstein -Barrウイ ル ス (Epstein-BarrV ir u s′ EB V) 初期遺伝子B Z L Fl遺伝子に コ ー ドされ る Z タ ン パ ク は , 宿主 細胞
内に潜伏 糾 した E B V を複製 サ イ ク ル に 誘 導す る こ と が で き る ･ こ の Z タ ン パ ク は細胞性転写調節因子 で ある A P-1 フ ァ ミ
リ b と りわ け Fos タ ン パ ク と の 間に ′ そ の ア ミ ノ 酸配列に お い て 高い 相同性 を有する が , AP,1 フ ァ ミ リ ー に 特徴 的な ロ イ シ
ソ ジ ッ パ ー 構 造を 持た な い ･ 本研 究 で は Z タ ン パ ク の 構造 と 機能 を Fos タ ン パ ク と 比較検討す る た め に , Z タン パ ク の
D N A結合配列を含む N末端198ア ミ ノ 酸と Fos タ ン パ ク の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 を 含む C末端2 27ア ミ ノ 酸を 結合 さ せ た
Z Fo s融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドを 作製 し∫ B ZL F l遺伝子ある い ほ cNju n･ C-fo s遺伝子 を 同時に 発現 させ る こ と に よ り活性
化 される ウ イ ル ス B M R Fl プロ ト タ ー と ･ C-ju n･ C-fo s遺伝子の 同時発現 に よ っ て の み活性化 され , B ZL Fl遺伝子発現 で は
活性化され な い コ ラ ゲ ト ゼ プ ロ モ ー タ ー を レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドと して そ の 転 写活性化能を検討 した . Z Fos タ ン パ ク は
Fo s タ ン パ ク と異 な り BM R F l プロ モ ー タ ー の 活性化には 外因性の Ju n タ ン パ ク を 必要と しな か っ た が , コ ラ ゲ ト ゼ プ ロ
モ ー タ ー の 活性化に は 外因性 抽 タ ン パ ク の 発現が必須 であ っ た ･ Z Fo sタ ン パ ク か らZ タ ン パ ク由来の N末端1 33ア ミ ノ 酸を
欠失す る とそ の 活性は い ずれ の レポ ー タ ー に 対 して も優位 に 低下 した が , こ の 領域を Fos タ ン パ ク 由来の110ア ミ ノ 酸 で 置換
する と活性を 回 復 した ･ Z Fo sタ ン パ ク か ら Z タ ン パ ク 由来の N末端170ア ミ ノ酸 を欠失する と外因性Ju nタ ン パ ク の 発現下で
の み両 プ ロ か - ク ー を活性化 した が , こ の 領域 を Fos タ ン パ ク 由来 の135ア ミ ノ 酸 で 置換 して も外因性Ju n タ ン パ ク 非発現下
で の 活性は 回復 しなか っ た ■ Z Fo sタ ン パ ク の Z タ ン パ ク 由来の D N A結合領域に 相当する ア ミ ノ 酸171 から1 98番目を Fos タ
ン パ ク 由来 の も の に 置換 して も外因性Ju n タ ン パ ク非発訂･Fで ほ活性 を示 さな か っ た ･ したが っ て Z Fo sタ ン パ ク が 外因性の
Ju n タ ン パ ク の 発現無 しに BM R Fl プロ モ ー タ ー を活性化する に は Z タ ン パ ク 由来 の D N A結合領域 とそ の N末端側37ア ミ ノ
酸が必 須 で あ っ た ･ Z Fo s融合 タ ン パ ク が外 因性Ju n タ ン パ ク の 発現無 しに B M R F l プロ ト タ ー か らの 転写を 活性化す る機
構を解析す るた め に , Z Fos発現細胞内に お ける T P A応答配列(T P Are spo n siv e ele m e nt, T R E) 結合タ ン パ ク を ゲ ル シ フ ト
ア ッ セ イかこ よ り Z お よ び Fo s発 現細胞 と比較検討 した と こ ろ , Z Fos タ ン パ ク は Z タ ン パ ク お よ び Fos タ ン パ ク と異な り細胞
内に A P-1 フ ァ ミ リ ー の 合成 を誘導 し異種 二 量体を形成する こ と が 明らか と な り , こ れ が外因性｣u n タ ン パ ク 非発現下 で の
B M R Flプ ロ ト タ ー の 活性化に 関与す るも の と 棚 され た ･ 以上 の こ と か らZ タ ン パ ク と Fos タ ン パ ク ほ D N A結合領域 よ
り N末端側で は ア ミ ノ 酸配列に 高い 相同性を有 し , Fos タ ン パ ク の こ の 領域は Z タ ン パ ク の 対応する領域 で 完全に 置換 可能 で
あるば か りで な く , 同部を Z タ ン パ ク の 対応す る領域で 置換 した 融合 タ ン パ ク は , Fosタ ン パ ク と異な り外国性Ju n タ ン パ ク
の 非存在下に 転写 を活性化する と い う新 しい 機能を獲得 した .
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Epstein-Barrウイ ル ス (EpsteinqBarrV ir u s, E B V)は t 伝染性
単核球症の 病原体 で あり , バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫お よび 上 咽頭腫
瘍の 発症に も深く関与 して い るl)2). E B Vは 試験管内 で B リン
パ 球に 感染 し容易 に 不 死化(1m m ortaliz atio n) する が , こ の よ う
に EB V によ り不 死化 された リ ン パ 芽球細胞株で ほ , E B V が潜
伏感 染状 態 に あ り 12-0-tetrade c a n oyl-phorboト13-aC etate
(TP A), 酪酸 , イ オ ノ フ ォ ア , 抗免疫 グ ロ ブ リ ン 抗体な ど で処
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理 する こ と に よ り , ま た P3 H Rlある い は N P C-K T細胞か らの
ウイ ル ス を 重感染する こ と に よ り , E B V複製 サ イ ク ル を誘 導
す る こ と が で き る3ト 1ー)
E B V複製 サ イ ク ル 誘導時に は経時的に 前早期 タ ン パ ク , 後
早期タ ン パ ク , 後期 タ ン パ ク が誘導さ れ る7) . 前早期 タ ン パ ク
ほ 現在少 なくとも B Z L Fl･ B R L F l お よび BM R Fl遺伝子魔
の 三 種類 の 存在が確認 され てい る が , これ ら は い ずれも E B V
Ab breviation s ‥B E S, N･ N-bis [2-hydro xyethyl]-2-amin o-ethan esul fonic acid; bp, base pair; C A T,
Chlor am phe nic ol a c etyltra n sfer ase; D M E M･ Dulbec c om odified Eagle
･
s m edium ; D T T, dithiothreitol; E BV,
Epstein-Barr viru sh; E D T A･ ethyle n edia mine-tetraa C etic acid 2Na; F CS, fetal calfser u m; H E P ES,
N-2-hydroxyetylpiper azin e- N
･
-2- etha n e s ulfonic acid; m R N A, m eS S e nger R N A; P BS, phosphate buffered
9 0
遺伝子上 の 他の プ ロ モ ー タ ー に 作用 して 遺伝子発現を調節す る
転写因子 で ある . サ イ ク ロ へ キ シ ミ ド , ア ニ ソ マ イ シ ソ な ど タ
ン パ ク 合成阻害剤存在下で複製サ イ ク ル を 誘導 した 場合 に ほ ▲
こ の うち , B Z L Fl, B R L Fl遺伝子産物の み が 合成 され る
T)12)13)
しか し, こ れ らの 遺伝 子を 遺伝子導 入 に よ り E B V清伏感染細
胞 に発現 させ た場合 に , 単独で E B V複製 サ イ ク ル を 誘導可 能
な の は B Z LFl遺伝子の み で ある . こ れ らの こ と か ら B Z L F l
遺伝子発現が E B V複製サ イ ク ル 誘導の 引金と な っ て い ると 考
え られ て い る
町4 卜糊
B Z L Fl遺伝子 に コ ー ドされ る Z タ ン パ ク は245ア ミ ノ 酸か ら
な り細胞転写調節国子である A P-1 フ ァ ミ リ ー と りわ けc-fo s
遺伝子産物 Fo s タ ン パ ク と 相同性 を持ち , 掛 こ36～ 110番 目 と
D N A結合領域を含む1 53～ 196番目 の 領域 に お い て ア ミ ノ 酸の
相 同性が高い 19)20). Fo sタ ン パ ク は他 の A P-1 フ ァ ミ リ ー で ある
Ju n タ ン パ ク と ロ イ シ ン ジ ッ パ ー と よ ばれ る構造を介 して 異種
二 量体 を形成 し . T PA 応答配列(T P Ar e spo n siv e elem ent,
T R E) に結合す る こ と に よ り転写調節を行う
12ト 33)
. z タ ン パ ク
は D NA 結合領域の C末端側 の 領域 に よ り 二 量体 を 形成 して
TR Eおよ び Z応答配列(Z r espo n sive ele m e nt, Z R E) に 結 合
し, こ れ らの 配列 を有する プ ロ モ ⊥ タ ー か ら の 転写を 活性化す
る 抑 叫 . 昨年吉崎は Z タ ン パ ク の 二 量体形成領域を , Fo s タ ン
パ ク の 二 量体形威儀域 である ロ イ シ ソ ジ ッ パ ー 構造 を含む C末
端255ア ミ ノ 酸と置換 した Z Fos融 合タ ン パ ク発 現 プ ラ ス ミ ド
を作製 し , そ の 転写活性化能を解析 した と こ ろ , Z Fo s融 合 タ
ン パ クほ Fos タ ン パ ク と異 な り Ju n タ ン パ ク の 発現を 必要 と
せ ずに ウイ ル ス プ ロ モ ー タ ー か らの 転写を活性化する こ と を 見
い だ した 岬 . 本研究 で ほ Z タ ン パ ク の 構造と機能を さ ら に 詳細
に Fosタ ン パ ク と比較検討す るた め に Z Fos融合 タ ン パ ク に よ
る転写活性化機構 の 解析を行 っ た .
材料お よび方法
Ⅰ . 使用細胞
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Fig･l Sche m atic r epre se ntation of the co n stru Ctio n of the
pro m oter/C A T fu sio n plasmid s erie s･ T he B M R F I
pr o m oter has o ne T R E(T P Are spo n siv e ele m e nt) a nd
s orn eT R E like D N A bindng ele m e nts. T he c ollage n a s e
pr o m oter ha s o nly o n eT R E･ T he c ollage n a s e
-TR E a nd
colla.ge n a se-Z R Ereporterplasmi ds w ere m ade by ligating
do uble stra nd oligo n u cleotide c o ntaining T R Ea nd Z R E 5(Z
r e spo n siv e ele m e nt 5) s equ en c e s, re Spe Ctiv ely, at the 5
'
e nd ofth寧 C O11age n a sepr o m ote r･
s alin e;P C R, pOlymer ase chain re a ctio n; PM S F･
細 胞 は 5 % 牛 胎児血 清 (Fetal c alfs er u m, F CS, Hyclo n e,
Utah, U S A) 加ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 (Dulbe c c o
m odified Eagle
'
s m ediu m, D M E M )(日 水, 東京) に て 37 ℃で 培
養 した .
Ⅱ . プラ ス ミ ドの構築
1 . レポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド
E B Vの B MRF l, コ ラ ゲ ナ ー ゼ (c o11age n as e), C Ollage n a se-
T R E お よび c ollage n a s e-Z R E遺伝子プ ロ モ ー タ ー 領域 の 支配
下 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
(chlor a mphe nic ola c etyltr a n sfera s e,C A T)遺伝子を組み込 ん だ
B M R FI C A T, C Ollagen as eC A T, C Ollage n as e-T R E C A T お よ
A
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Fig.2 Str u ctur e of Z, C-Fo s a nd Z Fo s pr otein s･ (A)
Amin o a cidsequ e nc e of Za nd cTFo spr otein s･ Co n s er v ed
a min o a cids are r n akr ed by the dots. Basic r egio n s ar e
u nderlin ed. (B) Sche m atic r epr es e ntatio n of chim era s
c o n siting of Z a nd c-Fos pr otein･ Fin elin es sho w Z
pr otein , bold lin e s sho w cMFos pr otein ･ Ope n bo x es
indic ate ba sic r egio n of Z pr otein, a nd striped bo x
indic ate sba sic regio n of c
-Fo spr otein ･
phe nylm ethaneSulfonyl fluoride; S D S, S Odiu m dode cylsulf
ate;
s DS-P A G E, S D Spolya crylami de gel electrophoresis; T E, Tris E D TA ; T N E, Tris NaCIE D T A; T P A･
12-Oqtetradec anoyトphorboト13
- aCetate; T R E, T P Arespo n siv e ele m e nt; Tris, Tris
-hydro xym ethyトa min o m etha
-
n e;Z R E, Z re sponsive ele m e nt
Z Fos タ ン パ ク の 構造 と機能解析
び c ollage n a s e-Z R E CA T プラ ス ミ ド(図1)は金沢大学 がん 研
究所 ウイ ル ス 部佐藤博博士 か ら分与 され た .
2 1 Z タ ン パ ク と Fo s タ ン パ ク の 融合 タ ン パ ク (Z Fo s) 発現
プ ラ ス ミ ド
B Z L Fl 遺伝子発現 プ ラ ス ミ ド, Cイo s発現プ ラ ス ミ ドは 各々
が ん研 ウイ ル ス 部佐藤博博士 お よ び 藤井雅寛博士 よ り分与 され
た ･ プ ラ ス ミ ド pS G 5(東洋紡. 大 阪) を ベ ク タ ー と して
Z Fos融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドを 作製 した (図2 A, B). すな
わ ち B Z L Fl発現 プ ラ ス ミ ドを 制限酵素 Pstlお よ び Ba mHlに
て切断する こ と に よ り Z タ ン パ ク の198～ 245ア ミ ノ酸 を コ ー ド
する領域 を除去 し た 後 Fos タ ン パ ク の 1 64 ～ 38 0ア ミ ノ 酸 を
コ ー ドす る c-fo s 遺伝 子 の D N A配列 を , pOlym era se ｡hain
r e actio n(P C R)で増幅 し, こ の 部位 に 挿入 した . P C R反応は以
下の 条件 で 行 っ た ･ すなわ ち ∫ Taq ポ リ メ ラ ー ゼ 緩衝液(×10
Taq polym era s ebuffer, Pr o m ega･ W isc o n sin, U S A)10FLI,
1 ･25m M de o xy n u cle otidetripho sphate s(d N T P) 16FLl, 20〟 M
3
'
プ ラ イ マ ー 5 れ 20〃 M 5
,
プ ラ イ マ ー 5 れ Taq ポ リ メ
ラ ー ゼ 0･6FLl･ 蒸留水 64pl, Cイos遺伝子 D N A l Ong を94 ℃ 1
分, 45 ℃ 1分 , 72 ℃1分, の 順序 で20サ イ ク ル 施行 した . こ こ
で 用 い た プ ラ イ マ ー は N末端 に Pstl, C末端に Ba mHlの 認
配列を持 つ もの を D N A合成機(M ode1 391D N A Synthe申er,
A BI ジャ パ ン , 東京)に て 作成, 吸光度計 に て 260n m の 吸光度
を測定 し , 20〃 M に調整 した後使用 した .
3 ･ Z Fo s タ ン パ ク 欠失変異体発現 プ ラ ス ミ ド
Z Fo s タ ン パ ク 欠失変異体発現プ ラ ス ミ ドを上 記 2 に 示 した
ごと くプ ライ マ ー を DN A合成俄 に て 合成 し , P C R反応に て作
製した .
4 ･ Z Fo s タ ン パ ク と Fos タ ン パ ク の 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ
ス ミ ド
3の ごとく作製 した プ ラ ス ミ ドの 欠失 した 領域 に 対応す る
Fos タ ン パ ク の 領域の D N A配列 を , 上記 2に 示 した ご と く
P C Rで増 幅 し, 3 で 作製 した Z Fo sタ ン パ ク 欠失変異休発現 プ
ラ ス ミ ドと結合 させ 作製 した .
5 ･ Z タ ン パ ク 欠失変異体発現 プ ラ ス ミ ドお よ びそ の 欠失変
異体と Fo s タ ン パ ク と の 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ド
Zタ ン パ ク 欠失変異体発現 プ ラ ス ミ ドを 上 記2 に 示 した ご と
く プ ライ マ ー を D N A合成機に て 合成 し, P C R反応に て 作製 し
た ･ また 融合 タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドは , こ の よ うに 作 製した
プ ラ ス ミ ドの 欠失 した領域に 対応す る c-fo s遺伝子 の D N A配
列を ′ 上 記2 に 示 した ごとく PC R で増 幅 し, Z タ ン パ ク 欠失
変異体発現 プ ラ ス ミ ドと 結合 させ 作製 した .
Ⅲ
･ プ ラ ス ミ ドの 大量調整
上記の ように して 得 られ た プ ラ ス ミ ドで形質転換 した 大腸菌
HB lOl株を 2× Y T培地(ト リプ ト ン 16g, イ ー ス ト エ キ ス ト
ラ ク ト 1 0g, NaC1 5g, ア ン ピ シ リ ン 50m g/1, pH 7.6)250mlに
て24時間培養 した ■ 途中 ′ 培養 開始か ら約 8 時間後 に 34m g/
ml ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の エ タ ノ ー ル 溶 液を各培養瓶あた り
1･25mlず つ 加えた ･ 培養終了後, 5,000r 叩 1 0分遠心 に よ り集
菌 した ･ 菌体を 10ml の2 5% su cr os e, 50m M Tris-hydr oxym-
ethylh amin om ethan e(Tris)- = Cl緩衝液 pH7.5 に懸濁後J リ ゾ
チ ー ム 10耶 加え ∫ ゆ るや か に 混和 した 後 5分水中 に 静臥
0
･25Methylen e-diamin e-tetr a a C etic a cid 2 Na(E D T A)1m 加え
15分氷中 に 静置 , 0 ･ 3% trito n, 0. 2 M E D T A, 0.1 5 M NaCl
lOml加 え15分水中に前屈 した後, 恥 000rp皿 40分遠心 した .
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上 清 に 5 M NaC1 2･5ml･ 10% ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム (sodiu m
dode cyls ulfate･ S D S)0･25ml, フ ェ ノ ー ル CI A A 25ml を 加
え , フ ェ ノ ー ル 抽出お よ び エ タ ノ ー ル 沈 澱を 行 っ た . 沈澱 を
3ml の Tris-E D T A(T E) (1 0m M Tr主s-H ClpH8 . 0 , 1m M
E D T Alm M pH 8. 0) に 溶解後 1 50FL g の リ ボ ヌ ク レ ア _ ゼ
(Sigm a, St･ Lo uis, U S A)を加え37 ℃30分反応軋 塩化セ シ ウ ム
(CsCl･ C e Siu m chlo ride･ B RLI Gaithe rsbu rg, U S A)4.2g, エ チ
ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 4 〟 g を加 え , ク イ ッ ク シ ー ル チ ュ ー ブ
(quick s eal, ペ ッ ク マ ン ジ ャ バ ソ , 東京)に 注入 密閉 した . ペ ッ
ク マ ン V Ti 65垂直 ロ ー タ ー (ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン)にて20 ℃,
恥 00rpm lO時間超嵐 山軋 プ ラ ス ミ ドの バ ン ドを注射器で回
収 した ･ 1･1g/ml塩化 セ シ ウ ム , 0.54mg/mlェ チ ジ ウ ム ブ ｡ マ
イ ドを含む TE に て5･2 miに 希釈後 , 再び20 ℃ 65,000rpm 5
時間超遠心 した ･ プ ラ ス ミ ド の バ ン ドを 回 収 し フ ェ ノ ー ル 抽
乱 エ タ ノ ー ル 沈澱後 T Eに て 1ml/ml の 濃度 に溶解 した .
Ⅳ . 遺伝子導入
C A Tア ッ セ イ に 使用す る細胞 は約 1.0×105個/ml の 濃度で
5% F C S加 D M E M 4mlに て37 ℃24時間培養後 , リ ソ 酸 カ ル
シ ウ ム 法に て 遺伝子導入 を 行 っ た . す な わ ち , 各種 プ ロ モ _
タ 一 領域 の 支配下に C A T遺伝子 を組 み込ん だ レ ポ ー タ ー プ ラ
ス ミ ド1j}g ～ 2 pg と , Zタ ン パ ク ,Ju n タ ン パ ク . Fos タ ン
パ ク お よび そ れら の 欠失変異体 タ ン パ ク や融合 タ ン パ ク の 発現
プ ラ ス ミ ドな どの エ フ ェ ク タ ー プ ラ ス ミ ド0･5 朋 ～ 3 掴 を ,
0 ･ 2 6 M塩化 カ ル シ ウ ム 27餌 l に 混 合 し , そ の 混 合液 を
2× H E P E S buffer ed s alin e(H B S)(NaC1 280m M, HE P E S緩衝
液 pH 7･9 50m M･ NaHP O4 2･8m M)(= EP E S, N-2 hydro xyethyト
piperazin e-N㌧2-etha n e s ulfo nic a cid)288pl に 滴下 しな が ら混
合 し, 室温に て20分静置 した 乱 上 記培養細胞 に 加え 6時間培
養 した ･ そ の 乱 ハ ン ク ス 液 (=a nks bala n c ed salt s olutio n,
H B S S)に て 洗聴 し, 5% F C S加 DM E M4ml で37 ℃24時間培
養 した .
細胞核抽出液の 調整に 使用す る細胞 F 9細胞ほ約1.0×10欄
/ml の 濃度で 5% F C S加 D M E M 8ml に て37℃2 4時間培養
後 , Che n& O kaya m aらの リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法変法45)に て 遺伝
子 導 入 を 行 っ た ･ す な わ ち , Z タ ン パ ク , Fo s タ ン パ ク ,
Ju n タ ン パ ク , Z Fosタ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ド D N A お よび対象
と して pU C プラ ス ミ ド D N A計10〟g を , 0.26 M塩 化カ ル シ
ウ ム24 0pl 混合 し , そ の 混 合液 に 2× BES buffe red s alin e
(B B S) (NaC1 280m M
,
B E S緩衝液 pH 7.9 50m M, Na2P O. 2.8
m M)(B E S, N, N-bis[2-hydr o xyethyl]-2-a min o-ethan e s ulf｡ nic
a cid)250〃1を 加え , 毒温に て15分静置 した後 , 上 記培養細胞に
加え C O2 濃度 3%の 条件下に て37 ℃24時間培養 した . そ の 軋
ハ ン ク ス 液に て 洗淋 し, 5% F C S加 D M EM 8ml で , 37℃24
時間培養 した .
V . C A Ta s ay
Ⅳ ･ の ご と く 遺伝 子導 入 し た 細 胞 を P B Sで 洗 漉 し
Tris-NaCILE D T A(TN E) (Trisp H ClpH 8. 0 40mM , NaCl
1 50m M ･E D T A lm M)1mlに て回 収 , 10,000rpm lO分遠心 し沈
澱に 0･25 M Tris- H CIpH8.0 & 150J}1加え , 適者波 ホ モ ジ ナ イ
ザ ー で細胞を破壊 , 続い て 10,000rpm lO分遠心 した 軋 上 清
75FLl に 1 M Tris- H CIpH 7. 5 1 5FLl, 4m g/ml ア セ チ ル C｡A
(acethyトc o e n zym e A. Sigm a)20FLl, 14C- ク ロ ラ ム フ ユ ニ コ q ル
(D-thre o[dichlo ro sc etyl ト14C] chlor a mphenic ol, ア マ シ ャ ム
ジ ャ バ ソ , 束京)0.■25れ 蒸留水40〃 ほ 加え37 ℃60分イ ン キ ュ
92
べ - 卜 した . そ して , 酢酸 エ チ ル (半軌 京都)500J上1 を加 え激
しく混和 し , 10,000rpm l分遠心 , 酢酸 エ チ ル 層を 回 収 , 真空
乾煉 させ た . 残査を 12〃1 の 酢酸 エ チ ル に て 溶解 , シ リ カ ゲ ル
蒋層 プ レ ー トに ス ポ ッ †後 ク ロ ロ ホ ル ム : メ タ ノ
ー ル1 9: 1混
合液を溶媒 と して 展開を行 っ た . イ メ
ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー に て ア
セ ナ ル 化 され た ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の 比率を 定量 した ･
Ⅵ . 細胞核抽出液の調整
Ⅳの ごと く遺伝子導入 した 細胞 を リ ン 酸緩衝液(pho sphate
buffer ed s aline, P B S, 和光純薬 , 大阪) で 洗浄 し P B S 5ml に
て 回収 . 1,500rpm 5分遠心 し沈澱に A緩衝液(10m M H E P E S
(pH7.9), 1.5m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム , 10m M 塩化 カ リ ウ ム ,
0.5m M ジチ オ ス レイ ト
ー ル (dithiothr eitol, D T T)1ml 懸濁後
10分間放置 し, 2,000rpm 5分遠心 し沈澱 の 量を 測定 した ･ そ
して 沈澱量 100FEl あた り M A液(1 0mM H E P ES (pH7･ 9),
1 .5m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム , 1 0m M 塩化 カ リ ウ ム , 0･ 5m M
D T T, 5 0FL g ノ ニ デ ッ ド P-40(No nided P-40, N P 40))を
40〃1 加え, 静か に 控拝の 後水中に10分間静置 した ･ そ の 後静
か に 撹拝 し , 札 000rpm lO分遠心 し沈澱に 沈澱量10 0〃1 あた
り30jjlの C緩衝液(20m M H E P E S(pH 7. 9), 25% グリ セ ロ
ー
ル
, 0.42 M塩化ナ ト リ ウム , 1.5m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム , 0 ･2
m M E D T A. 0. 5m M D T T, 0. 5m M phe nylm etha n e s ulfo nyl
flu o ride (P M S F). 10iL g/ml ア ン チ パ イ ン) を加 え懸濁 し た ,
15分氷中に 静置 の 後静か に 授押 し15,000rpm lO分遠心 した 軋
上清 100〟1 あた り 150FLl の M D液(20mM H E P E S(pH7･9),
20%グ リ セ ロ ー ル , 0.05 M塩化カ リ ウ ム , 0.2m M E D T A. 0･5
m M DT T, 0.5m M P M S F, 1 0jJg/ml ア ン チ パ イ ン) を 加え,
核抽出液 と した .
Ⅶ . ゲ ル シ フ ト7 ッ セ イ
T R E D N A プp - ブ ほ G A T C T T C T A G A C C G G A T GA T
-
C A T A GC T T Gの 30 bas epair(bp), Z R E 5 D N A プロ ー ブ ほ
G AT C T T C T A G A C C A A A T G T G C A AA G A Gの 30 bp の
D N Aを D N A合成機に て 合成 した . D N Aの 末端標識 は以下 の
ように 行 っ た . す な わ ち D N A 20ng, 50m M Tris-H CIpH 7･6,
1 0m M MgCl2, 5m M dithiothr eitol, 0.1m M sper midine , 0 ･ 1
m M E DT A, 10 0〟 Ci P-32標 識 A de n osin e 5㌧[ r-32P]
triphosphate(T-A T P),20u nitT4 ポリ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ を
含む 反応液 50両 を37 ℃ 1時間反応後 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動
に よ り P-32標識 D N A を分離精製 した ,
試験管内 m e ss e ngerR N A(m R N A) 合成は プ ラ ス ミ ド内の
T7 RN A ポリメ ラ ー ゼ プ ロ ∴モ ー タ ー を利用 し, R N A合成 キ ッ
† (Pr orn ega) に よ り合成 を行 っ た . す なわ ち , 発現 プ ラ ス ミ ド
D N A 2J∠ g を 鋳型 と して 同車 ッ トに て37℃ 1 時間反応後 !
フ ェ ノ ー ル 抽出 エ タ ノ ー ル 沈澱に よ り精製 した . こ の R N A I
p gを20〟l の ウ サ ギ網状赤 血球 ラ イ ゼ ー ト(Pro m ega) と混合
し30 ℃1時間反応 させ タ ン パ ク 合成を 行 っ た . タ ソ バ ク 合成終
了後 の ウサ ギ網状赤血球 ラ イ ゼ ー 下 1jLl, Ph32標識 D N A プ
ロ ー ブ (10,000c o u ntper min ute)を DNA 結合緩衝液(20m M
H E P E S緩衝液 pH 7. 9. 40m M K Cl, 0 . 2 M E D T A, 8m M
MgC12 , 10% gryc er ol, 2% polyvinylalc ohol, 1m M D T T)中で
室温20分反応乳 4%ポ リ ア ク リル ア ミ
~
ドゲ ル 電気泳臥 そ し
て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 一 に よ り分析を行 っ た .
Ⅷ . ドデシ ル硫酸ナ トリ ウ ムポ リ アク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳
動
(sodiu m dode cyls ulfate polya cryla mide gel electr ophor一
e sis, S D S-PA GE)
作製 した 遺伝子発現 プ ラ ス ミ ドに よ り目的 とす る タ ン パ ク 質
が 合成 され る こ とを , S D S ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動に
ょ り確認 した . ま ず試験管内 m R NA 合成 を プ ラ ス ミ ド内の
T 7 R N A ポ リメ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 利用 し, R N A合成 キ ッ
ト(Pr o m ega)に よ り合成 を行 っ た . すな わ ち , 発現プ ラ ス ミ ド
D N A 2FLg 鋳型 と して 同車 ツ ト に て3 7 ℃ 1時間反応後, フ ェ
ノ ー ル 抽出 エ タ ノ ー ル 沈澱に よ り精製 した . こ の RN A I p g
を 1 〃 Ciの S-35標識 メ チ オ ニ ン を含む 20〃1 の ウ サ ギ 網状赤
血球 ライ ゼ ー ト (Pro m ega) と混合 し3 0 ℃ 1時間反応 さ せ タ ン
パ ク 合成 を行 っ た . タ ン パ ク 合成終了後の ウ サ ギ網状赤血球 ラ
イ ゼ M ト 1 pl を, S D STP A G Eに て 分析 した .
成 績
1 . Z, Z Fo s, Jq n, Fos タ ン パ ク に よ る 転写活性化
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Fig.3 C A Ta ss ay of tr a n sc riptio n al activ atio n by c-ju n,
c-fos, C-ju n+c-fo s, B Z L Fl, Z Fo s a nd Z Fo s+c-ju n (A)
BM RFI C A Tplas mid D N A(2〟 g) w as c otr a n sfected as a
r eporter plas mid with c-ju n, C-fo s, C-ju n+ c-fos, B Z L Fl,
Z Fo s a nd Z Fo s十c -ju n plasmi dD N A into HepG 2 c ell･
Cells w er ehar v e sted 30 ho u r s aftertr a n sfe ctio n a nd w er e
a ss ayed forC A Ta ctivity a sdes c ribed in the m ate rial a nd
m ethod. (B) Collage n as eC A Tpla smi d D N A(2FL g) w as
c otran sfe cted as a r eporter plas mid with c
qju n, CNfos,
c-jun +chfo s, B Z L Fl, Z Fos a nd Z Fo s+ c-ju n pla smi d D NA
into HepG 2c e11. Cells w er eha rv e sted 30 ho ur s after
tra n sfe ctio n a nd w er e a ss ayed for C AT a ctivity as
de sc ribed in the m aterial and m ethod.
Z Fos タ ン パ ク の 構造と機能解析
Z,Z Fo s,Ju n, Fo sタ ン パ ク に よ る転写活性化能を比較検討す
るた め に Z タ ン パ ク に よ り 転写制御を受け る E B V B M R F l遺
伝子プ ロ モ ー タ ー と , Ju □, Fo sタ ン パ ク に よ り転写制御 を受け
る コ ラ ゲナ ー ゼ 遺伝 子プ ロ モ ー タ ー 用い て 解析 を行 っ た .
1 . E B V遺伝子 プ ロ モ ー タ ー か らの 転写誘導
Z タ ン パ ク に よ り転写制御を受け る E B V B M R F l遺伝 子 プ
ロ モ ー タ ー 領域 の 支配下 に C A T遺伝 子 を組み 込ん だ B MR FI
C A Tプ ラ ス ミ ドを レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドと して 使用 した .
コ ン ト ロ ー ル で あ る pU C プラ ス ミ ド, Ju n タ ン パ ク 発現 プ
ラ ス ミ ドお よ び Fos タ ン パ ク 発 現 プ ラ ス ミ ドほ 単独 で ほ 図
3 Aに 示 すよ う に B M R F lプ ロ モ ー タ ー か らの 転 写を 促進 しな
か っ た ･ しか し , Ju n, Fos タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドを 同時に 遺
伝子導入する こ と に よ り こ の プ ロ モ ー タ ー か ら の 転写を促進 し
た ･ Z タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドは 単独 で B M R Fl遺伝子プ ロ
モ ー タ ー か らの 転写を 促進 した . Z Fo s タ ン パ ク 発 現 プ ラ ス ミ
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バ ク発現 プ ラ ス ミ ドを遺伝子導 入 した場合 と比較 して 約 3倍促
進 した ･ ZFo s タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドは Fo s タ ン パ ク 発現 プ
ラ ス ミ ドの よ う に Ju n タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドに よ る 転写清
性化の 促進を受けず , む しろJu n タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ドを 同
時に 遺伝 子導入す る こ と に よ り転写活性化 は 3分の 1 に 抑制 さ
れ た .
2 ･ コ ラ ゲナ ー ゼ 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー か らの 転写誘導
Ju n お よび Fosタ ン パ ク な ど の A P-1 フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク に
よ り遺伝子発現制御を受ける こ とが 知 られ て い る コ ラ ゲナ ー ゼ
遺伝 子の プ ロ モ ー タ ー 領域 の 支配下に C A T遺伝子を組 み込ん
だ プ ラ ス ミ ドを レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドと して使用 した .
Fo s タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドは 単独 で は コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ
モ ~ タ ー か らの 転写を有意に 促進 せ ず , Ju n タ ン パ ク発現プ ラ
ス ミ ドも転写活性化能を 示 さ なか っ た が , 両タ ン パ ク 発現プ ラ
ス ミ ドを同時に 遺伝子導入する こ とに よ り こ の プ ロ モ ー タ ー か
らの 転写を促進 した(図3 B). 一 方 Z タ ン パ ク お よび Z F｡ Sタ ン
パ ク は B M R Fl プロ モ ー タ ー と 異な り こ の プ ロ モ ー タ ー か らの
転写を 有意に促進 しなか っ た ･ しか しなが ら コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺伝
子 プ ロ モ ー タ ー か らの 転写は B M R F l遺伝子 プ ロ モ ー タ ー と異
な り, Ju n･タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドを Z Fo s融 合タ ン パ ク 発現
プ ラ ス ミ ドと同時に 遺伝 子導入す る こ と に よ り 転写 を促進 し
た .
B M R Fl プロ モ ー タ ー l コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー に 対 し
て , Z･Ju n･ Fos,Z Fo s, タ ン パ ク は 著 Lく異な っ た 作用 を示 す こ
とが 明 らか と な っ た ･ 両プ ロ モ ー タ ー の 構造上 の 一 番 の 相違点
は , コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー に は こ れ ら転写因子の 結合領域
が TR E l個 で ある の に 対 して , B M R Fl プ ロ ･モ ー タ ー に は
T R E以外に 複数の Z タ ン パ ク結合配列が存在す る こ と で ある .
そ こ で 両プ ロ モ ー タ ー の 相違が こ の 点に 由来す るの か い なか を
検討す るた め に , コ ラ ゲナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー に T R E お よ び
Z R E配列を付加 した Collage n a s eてR E C A T, Collage n as e-Z R E
C A T プラ ス ミ ドを 作製 し, Z,Jun, Fos,Z Fos, タ ン パ ク 発現プ
ラ ス ミ ドに よ る転写活性能を検討 した .
3 ･ Collage n as e-T R Eプ ロ モ ー タ ー か ら の 転写誘導
図 1 に 示 した よ う に , コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺伝 子の プ ロ モ ー タ ー 領
域 に D N A合成磯 に よ り 作製 し た T R E配列 を結 合 さ せ た
C Ollage n ase-T R E C A T プラ ス ミ ドを レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドと
して 使用 した .
図4 A に 示 した よ うに , Z タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドを 単独で
遺伝 子導入する こ と に よ り, コ ン ト ロ ー ル で ある pU C プラ ス
ミ ドを 遺伝子導 入 した 場合と比較 して18倍 こ の プ ロ モ ー タ ー か
ら の 転写を促進 した . J岨 Fo s, タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドほ コ
ン ト ロ ~ ル と比較 して42倍 こ の プ ロ モ ー タ ー か らの 転 写を 促進
した ･ Z Fos 融合 タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ド は 単独 で こ の プ ロ
モ ~ タ ~ か らの 転写を コ ン ト ロ ー ル に比 して64倍促進 した が ,
Ju n タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドに よ り転写活性 ほ抑制 され た .
4 ･ Collage n as e-ZR E プロ モ ー タ ー か らの 転写誘導
図1 に示 した ように 一 コ ラ ゲナ ー ゼ 遺伝子の プ ロ モ ー タ ー 領
域 に D N A合成機に よ り作製 し た Z R E配列 を結合 さ せ た
C OIlage n a se-Z R E プロ モ ー タ ー プ ラ ス ミ ドを レ ポ ー タ ー プ ラ ス
ミ ドと して 使用 した .
図4Bに 示 した ように , Ju n, Fo s タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ドを
同時に , ま た Z タン パ ク発現 プ ラ ス ミ ドを単独で遺伝子導入す
る こ とに よ り こ の プ ロ モ ー タ ー か ら両者 とも同 じ程度 の 転写括
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性化 を示 した . Z Fo s融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドは 単独 で こ
の プ ロ モ ー タ ー か らの 転写を 前 二者 と比較 して 約 3倍促進 した
が , Ju n タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドに よ り 転写活性ほ前 二 者 と同
程度ま で抑制 され た .
Ⅱ . Z Fo s タ ン パ ク の転写活性化領域の同定
Z Fos タ ン パ ク の 転写活性化領域を同定す るた め に , 図 5 の
ごとく Z Fos タ ン パ ク の 変異体発現 プ ラ ス ミ ドを 作製 し, 外因
性Ju n タ ン パ ク存在 , 非存在下に お ける B M R Fl プロ モ
ー タ r
およ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー か ら の 転写活性化能 を調 べ
た .
1 . B M R Fl プロ モ
ー タ ー か らの 転写誘導
Z タ ン パ ク , Fo sタ ン パ ク , Z Fos融合 タ ン パ ク お よ び そ の 変
異体の B M R F l プロ モ ー タ ー 活性化能 を Z Fo s融合 タ ン パ ク の
活性化能 を100 と した相対値 で 表 した . Z タ ン パ ク 発現 に よ る
こ の プ ロ ーモ ー タ ー の 活性化 に は外因性 Ju n タ ン パ ク の 発 現 を
必要 と せ ず , Z Fo s タ ン パ ク の 約3 0% の 活性 を 示 した ･
一 方
Fos タ ン パ ク は単独 で は全く活性を 示 さず , Ju n タ ン パ ク 発現
下に お い て 初め て Zタ ン パ ク と 同軽度に B M R Fl プロ モ ー タ ー
か らの 転写 を誘導 した . Z Fo s タ ン パ ク ほ 単独で 高率 に 同 プ ロ
モ ー タ ー を活性化 した が , Ju n タ ン パ ク 発現は こ の 活性を む し
ろ 3分の 1 程度ま で 抑制 した .
Z Fos タ ン パ ク の N末端133ア ミ ノ 酸を 欠失 した Z 4 Fo s タ ン
パ ク ほ単独 で は 転写活性が 3分の 1 に低下 した (転写活性化能
38.6) が , 外 因性Ju n タ ン パ ク は こ の 転写活性化能 を さ ら に
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1 0.3に ま で 抑制 した . Z4 Fo sタ ン パ ク で 欠失 した Z タ ン パ ク の
N 末端133ア ミ ノ 酸 に 対応す る Fo s タ ン パ ク の N 末端11 0ア ミ
ノ 酸を Z 4Fo s タ ン パ ク の N 末端側 に 接続 させ た Fo sZ 4Fo s タ
ン パ ク は , 転写活性化能 が単独 で は98.4, 外因性Ju n タ γ バ ク
の 存在下 で は39.2 と転写活性化能が Z Fo sタ ン パ ク の 活性化能
ま で回 復 した . Z Fo sタ ン パ ク の N 末端1 70ア ミ ノ 酸を 欠失 した
Z 5Fo s タ ン パ ク は単独 で は転写活性化能を示 さ な か っ た が ,
外国性 Ju n タ ン パ ク の 存在下 で は 転写活性化能 ほ38.8 であ っ
た . こ の N 末端1 70ア ミ ノ 酸を 欠失 した Z 5Fo sタ ン パ ク に , こ
の 欠失 した1 70ア ミ ノ 酸 に 対応する Fo s タ ン パ ク の N 末 端13 5
ア ミ ノ 酸を 接続 させ た Fo sZ5 Fos タ ン パ ク も単独 で は転写を
性化 しな か っ た が , 外因性Jun タ ン パ ク の 存在下 で は 転写活性
を しめ した (転写活性化能33.4).
Z Fo sタ ン パ ク の D NA 結合領域 を Fos タ ン パ ク の D N A結
合領域に 置換 した Z170 Fo sは , Z Fosタ ン パ ク と異な り単独で
ほ転写を悟性化 せ ず , 外因性Ju n タ ン パ ク の 存在下 で の み 転写
を活性化 した (転写活性化能40.1).
Fos タ ン パ ク の C末端1 42ア ミ ノ 酸を 欠失 した Fo sdell タ ン
パ ク は , Fo sタ ン パ ク 同様に 単独で は 転写を活性化せず , 外因
性Ju n タ ン パ ク の 存在下 に 転写活性化能を 示 した (転写活性化
能1 0. 7). Z Fo s タ ン パ ク の C 末端1 4 2ア ミ ノ 酸 を 欠失 し た
Z Fo sl タン パ ク は , 単独 で は転写惰性化能66.7 を 示 した. 外因
性 Ju n タ ン パ ク は 転写活性化能を 24.4 と抑制 した .
2 . コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー か ら の 転写誘導
図1 で示 した よ う に , Ju n, Fos タ ン パ ク に て 転写活性化 さ
れ , Z タ ン パ ク に て は転写活性化 され な い コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺伝子
の プ ロ モ ー タ ー を 用い て 同様の 実験を行い , Ju n/Fos に よ る転
写活性化を100 と した相対値で表 した .
Z タ ン パ ク は 外因性Ju nタ ン パ ク の 有無 に 関わ らず , コ ラ ゲ
ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー か らの 転写 を活性化 しな か っ た . Z Fo s タ
ン パ ク も 単独 で は 転写活性化能 を 示 さ な か っ た が , 外 因性
Ju n タ ン パ ク の 存在下 に Fo sタ ン パ ク と 同程度に転写を活性化
した (転写活性化能95.4). Z 4Fo s, Fo sZ4 Fo s,Z 5 Fos,Fo sZ 5Fos
な どの 変異体 タ ン パ ク ほ い ずれ も単独で は 転写活性化能を 示 さ
な か っ た が , 外 因性 Ju n タ ン パ ク の 存在下 で は 各 々 2 2. 5,
51.7 , 37.6, 2 8.3の 転写惰性化能 を示 した .
3 . Z Fo s変異体 タ ン パ ク の 確認
Z Fo s変異体遺伝 子発現プ ラ ス ミ ドか ら目的とす る変異体 タ
ン パ ク が 産生 され る こ と を 確認す る た め に , プ ラ ス ミ ド内の
T 7 R N A ポ リメ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 利 用 して 変異体遺伝 子
R N A を合成 し試験管内翻訳 を行 っ た 後に , S D S-P A G Eに て 分
析を お こ な っ た (図6). い ずれ の 変異体に つ い て も期待され る
分子量の タ ン パ ク が 合成 され た こ と が確認 され た ･
Ⅲ . ゲ ル シ フ トア ッ セ イ (図7)
ZFo s融 合タ ン パ ク が B M R Fl プロ ∴モ ー タ ー か ら の 転写を 活
性化す る鶴橋 を Z タ ン パ ク お よび Fos タ ン パ ク と比 較解析す
るた め に , 内因性 の T RE 結合 タ ン パ ク の 量が 少な い こ と が知
られ て い る F 9細胞を用 い て Z, Fo s, Z Fo sタ ン パ 発現プ ラ ス ミ
ドを 遺伝子導 入 し , 核 抽 出液 を 調整 した 後 ,
32P 標 識 し た
T R E配列 を含 む オ リ ゴ D N A を プロ
ー ブ と して ゲ ル シ フ ト
ア ッ セ イ に よ り T R E結合 タ ン パ ク の 変化 を検討 した ･ 図 6に
示す よ うにヲ ソ ト ロ
ー ル で ある pUC プ ラ ス ミ ドを導入 した 細
胞で は弱 い バ ソ ドが認 め られ た の に 対 して , Z タ ン パ ク発現細
胞 で は強い T R E結合活性 が認 め られ , そ の 複合体ほ試験管内
Z Fo s タ ン パ ク の 構造 と機能解析
合成に よ り得 られ た Z タ ン パ ク に よ る複合体 の 移動度と同 じで
あ っ た . Z Fo s タ ン パ ク 発現細胞 で は コ ン ト ロ ー ル で あ る
pu C プラ ス ミ ドを導入 した 場合に比 べ て 広く , 強 い 複合体 が
認め られた . Fo s タ ン パ ク 発現細胞 で は , コ ン ト ロ ー ル であ る
pU C プラ ス ミ ドを 導入 した場合に比 べ て 特 に 顕 著な差ほ認 め
られなか っ た ･ そ こ に 試験管内で合成 した Ju nタ ン パ ク を 導入
する と試験管内で 合成 した Ju n.タ ン パ ク お よび Fos タ ン パ ク
の 複合体と同 じ位置 に Ju n/Fo s複合体が認め られ た . Fo sタ ン
パ ク 発現細胞 の 核抽出物に , 試験管内で合成 した Fo sタ ン パ ク
を導入 しても コ ン ト P - ル に 比 べ 特 に 顕 著な差 は認め られ な
か っ た ▲ Z 発現細胞 の 核抽出物に ∴試験管内で合成 した Jun タ
ン パ ク を加 え ると Ju n/Fos 複合体 が新 た に 認 め られ た . Z Fos
発現細胞に試験管内で合成 した Ju n タ ン パ ク ある い は Fos タ
㌔㌔減｡魂や〆
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aphy･ T he m ajo rba nds ar eindic ated by dots.
Fig･ 7 Gel m obility shift a ss ay for T R E bindng of Ju n,
Fos, Z, Z Fospr otein s. R E(Ju n), R E(Fo s), R E(Z)and R E
(Z Fos) a reprotein s synthe siz ed in vitro tr a n slati｡ n in a
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ン バ ク を加 えて も特に 変化ほ な か っ た .
Ⅳ ･ Z タ ン パク お よび Fosタ ンパ クの 転写活性化領域の比較
検討
Z タ ン パ ク お よ び Fos タ ン パ ク 転写活性化領域 の 互 換性 を
検討す るた めに , Z タ ン パ ク の 欠失変異体タ ン パ ク お よ びそ の
Fos タ ン パ ク との 融合 タ ン パ ク を 作 製 し , B M R Fl プロ モ ー
タ ー か らの 転写活性化能 を調 べ た 結果 は Z タ ン パ ク の 転写活性
能を1 00 と して現 した .
図 8に 示 す ように Z タ ン パ ク の N末端65ア ミ ノ酸 を欠失 した
Z de13タ ン パ ク は B M R F l プロ モ ー タ ー か らの 転写活性化能
を喪失 した が , Z de13タ ン パ ク で欠失 した Z タ ン パ ク の N 末端
6 5ア ミ ノ 酸 に 対応す る Fo s タ ン パ ク の N末 端66ア ミ ノ 酸を
Zde1 3タ ン パ ク の N末端側に 接続 さ せ た FosZ de13タ ン パ ク
は , 転写括性化能 が97 と Zタ ン パ ク の 活性化能 まで 回復 した .
Z タ ン パ ク の N末端170ア ミ ノ 酸を 欠失 した Zde15タ ン パ ク は
B M R Flプ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写活性化能 は 示 さ な か っ た .
Z de15タ ン パ ク で欠失 した Z タ ン パ ク の N末端1 70ア ミ ノ 酸 に
対応する Fo sタ ン パ ク の N末端135ア ミ ノ 酸を Z de15タ ン パ ク
の N 末端側 に 接続 させ た Fo sZ de1 5タ ン パ ク も転写括性化能を
回 復 しなか っ た . しか しZ タ ン パ ク の D N A結合領域を F｡Sタ
ン パ ク の D N A結合領域に 置換 した Z FosZ は転写活性化能が
26を示 した .
考 察
試験管内で合成 した Z Fo s融合 タ ン パ ク ほ , Fosニタ ン パ ク と
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同様 に Ju n タ ン パ ク と 異種 二 量体 を形成す る こ と に よ り ,
Ju n, Fos タ ン パ ク 異種 二 量体 と同程度 の 親和性で T R E配列と
Z タ ン パ ク の み が結合可能な ZR E5配列にも結合す る
46)
, しか
し Z Fo s タ ン パ ク は Fos タ ン パ ク と異な り E B Vの B M R Fl,
B H R Fl, B Z L Fl プロ モ
ー タ ー の 転写活性化 に は 外因性Ju n タ
ン パ ク の 発現 を必要 と せ ず , そ の 転写活性化機構は 不 明で あ っ
た . そ こ で Z Fos 遺伝子発現 に よ る転写活性化機構を Z お よ び
Fos タ ン パ ク と比較検討する ため に Z Fos発現細胞 の 核抽出物
を用い て ゲル シ フ ト ア ッ セ イ を行 っ た と こ ろ Z Fo s発 現細胞 に
お い て強 い T R E結合活性 が認め られ た . ZFo sタ ン パ ク は 単独
で は強く D N Aに 結 合で きな い こ とか ら , 細胞内に Z Fo s タ ン
パ ク と 異種 二 量体を形成す る ような因子例 えば Ju n タ ン パ ク
フ ァ ミ リ ー を誘導す る と推測 され た . しか しFo sタ ン パ ク 発現
細胞 で ほ 新た な T R E結合活性ほ観察 されなか っ た .
一 方 Z タ
ン パ ク 発現細胞 に お い て も, Z タ ン パ ク 以外の 新 た な T R E結
合因子は認め られ な か っ た が , Z発現細胞の 核抽出物 に , 試験
官内で 合成 した Ju n タ ン パ ク を加え る こ と に よ り 新 た な 複合
体が認め られた . こ の こ とほ Z タ ン パ ク に よ りJu n タ ン パ ク と
複合体を形成す る よ うな Fo sタ ン パ ク ある い ほ Fo s関連 タ ン
パ ク の 合成が誘導 され た もの と考え られ た . Z タ ン パ ク 発現 に
ょ り Fo sタ ン パ ク 合成 が誘導 され る と い う現象ほ , Z タ ン パ ク
が Fo s タ ン パ ク の プ ロ モ ー タ ー を活性化す る と い う 報告 と 一
致するAT).
こ の よ う に Z Fos タ ン パ ク は Fo s タ ン パ ク , Z タ ン パ ク と異
な り細胞内に ZFo s タ ン パ ク と異種 二 畳体 を形成 して TR E配
列 に 結合可能な因子 を誘導す る こ とが 明 らか と な っ た が , これ
ら が 外因性 Ju n タ ン パ ク の 発 現無 し に B M R Fl, B H R F l,
B Z L Fl プロ モ ー タ ー の 活性 化に 関与す るもの と 推測 さ れ た .
しか しなが ら こ の ような Z Fos タ ン パ ク も T R E配列1個を ェ
ン ハ ン サ ー と して含み Jun , Fos タ ン パ ク に よ り転写 が活性化
され る コ ラ ゲ ナ
ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 活性化す る こ と が で きな
か っ た . Zタ ン パ ク もま た コ ラ ゲナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を活性化
す る こ とが で きず , む しろ Ju n, Fo s タ ン パ ク に よ る こ の プ ロ
モ ー タ ー の 活 性化 を 抑制 した (未発表). ウ イ ル ス B M R F l,
B HR Fl, B Z L F l プロ モ ー タ ー と コ ラ ゲ ナ
ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の
大きな違 い は こ れ ら ウイ ル ス プ ロ ∴モ ー タ ー に は 複数の Z タ ン パ
ク 結合配列がある こ と で ある . した が っ て , Z タ ン パ ク と同様
に Z Fo sタ ン パ ク が 転写 を活性化す るた め に は 複数 の 結合配列
が必要 と推測 され た . 実 際 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ
ー タ ー に
T R E ま たほ Z R E5 配列 を追加する こ と に よ り , Z タ ン パ ク お
よ び Z Fos タ ン パ ク に よ り転写活性化を受け る よ う に な り , こ
の 考え ほ支持 され た . こ の ように Z Fosタ ン パ ク が c ouage n as-
e-Z R E C A Tを 転写活性化 した こ とは
･
,
Z Fo sタ ン パ ク が 直接転
写活性化に 関与 して い る こ とを 示 唆 して い る .
Z タ ン パ ク と Fo s タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸配列を 図2 Aの ご とく
対応させ る と Fosタ ン パ ク の D N A結合領域 の N末端側 に33ア
ミ ノ 酸を 欠失 した 領域が認められ る が , こ の 領 域を含 む3 7ア ミ
ノ 酸ほ ZFo sが 外因性Ju n タ ン パ ク の 非発現下に BMR Fl プロ
モ ー タ ー の 転写を括性化す るた め に は 必須 であ っ た . しか し
ZFo s タ ン パ ク の Z タ ン パ ク 由来 の N 末端133ア ミ ノ 酸ほ Fo s
タ ン パ ク の 対応す る N 末端110ア ミ ノ 酸で置換す る こ とが 可能
であ っ た . また Z タン パ ク のvD N A結合領域 は Fo sタ ン パ ク の
それに 比 べ て , 幅広 い DNA 配列親和性を有す る こ と が知られ
て い る が9), こ の 頃域も外因性Ju n タ ン パ ク の 非発現下に お け
る Z Fos 転写活性化に は Z タ ン パ ク 由来 の も の が 必要で あ っ
た . d 方 Z Fo sタ ン パ ク も外困性Jun タ ン パ ク存在下 で は コ ラ
ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 活 性化す る こ と が 可 能 で あ っ た .
Z Fos タ ン パ ク の N 末端17 0ア ミ ノ 酸 を 欠失 した 変異体 も ,
Z Fos の D N A結合領域を Fo s･タ ン パ ク 由来の もの と 置換 した
Z1 70 Fo s も外因性Ju n タ ン パ ク の 発現下 に おけ る B M R F l プ
ロ モ ー タ ー か らの 活性化能 は維持 して い た . こ の 結果ほ Fo sタ
ン パ ク の D N A結合領域 よ りN 末端側を欠失 した Fos変異体が
外因性Ju n タ ン パ ク存在下 に お い て転写活性化能 を 示 す と い
う報告 と矛盾 し な い48). こ れ ら の 結果 よ り Z Fos タ ン パ ク ほ 外
因性 Ju n タ ン パ ク 過剰発現下で ほ Ju n タ ン パ ク と 異種 二 量体
を形成 して Fo s タ ン パ ク と 同様 の 機能を果 たすもの と 推測 さ
れ た . した が っ て Z Fo s 発現細胞 に 誘導 され る T R E結合因子
に ほ Ju n タ ン パ ク ほ 含 ま れ な い と 結論 され た . こ の 考 え は
Jun タ ン パ ク 発現下 で ほ Z Fo s タ ン パ ク に よ る B MR F lプ ロ
モ ー タ ー ほ 活性化が Fo s タ ン パ ク レ ベ ル ま で 低 下す る と い う
結果 とも 一 致す る .
Fo sお よ び Z Fos タ ン パ ク の C 末端142ア ミ ノ 酸 を 欠失す る
こ と に よ り 有意 に 転写活性化能を 喪失 した が , こ の こ と ほ
Fo s タ ン パ ク の C末端142ア ミ ノ 酸領域にも転写活性化に 寄与




Z タ ン パ ク の N 末端6 5ア ミ ノ 酸を 欠失 した と こ ろ B M R Fl プ
ロ モ ー タ ー か ら の 転写活性化能は ほ ぼ 完全に喪失 した が , Z タ
ン パ ク の65ア ミ ノ 酸に 対応す る Fos タ ン パ ク の N 末 端66ア ミ
ノ 酸で置換 した と こ ろそ の 活性 は回 復 した . こ の こ とは Z タ ン
パ ク , Fo sタ ン パ ク と もに そ の 領域 に 転写活性化領域が存在す
ると い う吉崎の 報告 と 一 致 し
48)
, Z タ ン パ ク の N 末端65ア ミ ノ
酸 と Fos タ ン パ ク の N 末端6 6ア ミ ノ酸 は転写活性化機能 に 関
して 互 換性が ある こ と を 示 して い る . Z タ ン パ ク の N 末端170
ア ミ ノ 酸を 欠失 した Z de15 お よ び Zタ ン パ ク の170ア ミ ノ 酸に
対応する Fo s タ ン パ ク の N末端135ア ミ ノ 酸 で こ の 領域を置換
した Fo sZ de15 は とも に B MR Fl プロ モ ー タ ー か らの 転写活性
化能 は 有 しな か っ た . Z Fo s 融 合 タ ン パ ク に お い て 外 因性
Ju nタ ン パ ク 非存在下 の 転写活性化 に 必須 と され たZタ ン パ クー
の D N A結合領域の N 末端側37ア ミ ノ 酸は Z タ ン パ ク に と っ て
も不可 欠 で あ っ た . Z タ ン パ ク の D N A結合領域(N末端171～
1 98) をFos タ ン パ ク の D N A結合領域(N末端136～ 163) と置
換 した Z Fos(1 36～ 163)Z は B MR F lプ ロ モ ー タ ー か らの 転写
活性化能 が Z タ ン パ ク に よ る転写活性化能の 4分の 1 に 低 Fし
た が , こ れ は B M RF lプ ロ モ
ー タ ー 内に Z タ ン パ ク ほ 認識で き
るが , Fo s タ ン パ ク 由来の D N A結合領域 で は認識 で きな い 配
列 が あるた め と推測 され た .
以上 , Z タ ン パ ク と Fosタ ン パ ク の 融合 タ ン パ ク を作製す る
こ と に よ り両 タ ン パ ク の 各領域 に つ い て そ の 機 能 上 の 比 較を
行 っ た結 果, Fo sタ ン パ ク に は欠失 し て い る33ア ミ ノ 酸領域を
含む Z タン パ ク の D N A結合領域の N 末端側37ア ミ ノ 酸は , 転
写活性化に 閲 し Z タ ン パ ク に と っ て は必須 な領域で あり , こ の
領域 と広 い DN A結合親和性を持 つ Z タン パ ク の D N A結合領
域を Fos タ ン パ ク に 付加 した Z Fo sタ ン パ ク ほ従来 の 細胞性転
写因子 に は無 い 活性を獲得す る こ とが 明 らか と な っ た ∴ 今衡
ZFo s タ ン パ ク に よ り誘導さ れ た TRE 結合因子を ノ ー ザ ン ノ ､
イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ソ な どに よ り 同定す る こ と , お よ び そ の誘
導機構を分子 レ ベ ル で解 明す る必要が ある , 本研究 で作製 した
Z タン パ ク と Fo s タ ン パ ク の 融合 タ ソ バ ク お よ び そ の変異体
Z Fos タ ン パ ク の 構造と 機能解析
は, ウイ ル ス 転写因子で あ るZ タ ン パ ク の 研究の み な らず , 細
胞性転写因子である A P-1 フ ァ ミ リ ー 全体 の 転写制御機構を解
明す る上 で 極め て 有効な手段 と考え られ る .
結 論
ア ミ ノ 酸配列に 高い 相同性をもつ E B V B Z L F l遺伝子産物
Z タ ン パ ク お よ び cイo s遺伝子産物 Fo sタ ン パ ク の 融合 タ ン パ
ク である Z Fo s タ ン パ ク に つ い て以下 の 結果を得た .
1 ･ Z Fos タ ン パ ク は Z タ ン パ ク お よび Fo sタ ン パ ク と 異な
り細胞内に Z Fo s タ ン パ ク と異種 二 畳体を形成 し転写活性化能
を有する細胞性国子の 合成 を誘導す る こ と に よ り , 外 因性
Ju n タ ン パ ク非存在下に ウイ ル ス プ ロ モ ー タ ー か らの 転写を活
性化した .
2 ･ ZFos が 外国性Ju n タ ン パ ク 非存在下に 転写を活性化す
る ため に は プ ロ モ ー タ ー 内に ェ ン ハ ソ サ ー と して 複 数 の T R E
な どの D N A結合配列が必要であ っ たが , 外因性Ju n タ ン パ ク
存在下で ほ Fos タ ン パ ク 同様l 個の T R Eの みを 含む プ ロ モ ー
タ ー か らの 転写を括性化 した .
3 ･ Z Fo s タ ン パ ク が外 因性Ju n タ ン パ ク の 非存在下に ウイ
ル ス プ ロ モ ー タ ー を 括性化するた め には , Z タ ン パ ク DN A結
合領域の N末端側3 7ア ミ ノ 酸 と Z タ ン パ ク の D N A結合領域が
必要で あ っ た ･ しか し外因性Ju n タ ン パ ク 存在下 に は F｡ Sタ ン
パ ク 同様 D N A結合領域 と 二 量体形成領域 で ある ロ イ シ ン ジ ッ
パ ー 構造の み で転写 を活性化 し得 た .
4 ･ Z タ ン パ ク の D N A結合領域 の N末端側37ア ミ ノ 酸 に 相
当す る領域 は Fo sタ ン パ ク に は 欠失 して い る が , こ の 領域は Z
タ ン パ ク の 転写活性化に は必 須で あ っ た .
以上 の 結果ほ Z タ ン パ ク の DN A結合領域 の N末端側37ア ミ
ノ 酸は , Z タ ン パ ク が 同種 二 畳体を形成 し転写を活性化するた
めに 必 須な 領域 である こ と , お よ び こ の 領域を F｡ Sタ ン パ ク に
付加す る こ と に よ り Fos タ ン パ ク が 外因性Ju ロ タ ン パ ク の 非
存在下に 転写 を活性化する と い う特殊な機能を獲得す る こ と を
意味 して い る .
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Key w ord$ EBV;B Z L F l, C-fbs, AP-1,TR E
r
rhe B Z L F l iⅡ 皿 ediate-e arly gen e of Epstein - Barrvirus(E B V)e ncodes a tr an SCriptional activatorprotein, Z, Which
m ediatesdis ruPh on of EB Vlatentinfection･ T he Z protein has an amino acidsequ ence ho m ologous t oAP- 1 family
proteins, particular1y Fosprotein･ butdoes n othav ethetypic al le ucine zlp per Stru Cture CharaCteristic of AP-1 familypro-
teins･ Tbc o mpar ethe funcdo nal do mains of Zprotein with those ofFosprotein,Ic onstru Cted an e XPreSSio nplas mid fbr a
Chimericprotein c o n si t mg ofthe N -t e rminal 198amin o acids of Zprotein including D N A bindingdomain andC-ter mina1
227 amin o acids ofFosproteinin cludingtheleucine zip per(Z Fos), and an alysed itstran SCription al activatio nability. Tbe
reporterplasmids used w ereE BV BM R FIpr omoter which c anbe stim ulatedby transftction withB Z L Flgene and by
C Otr an Sfection wi thc-ju n and c-fos gen es, a nd collage naseprom o ter which c anbe 打ansactiva tedby c otran Sfectionwithc-
Jun andc-fbsgene sbut n otby B Z L Flgene ･ 廿 an Sfection wi th Z Fosfusio ngene alone, butno twi thc-fbsgen ealone,S tim u-
1atedb'an S Criptio nfro mE B V B M RFIpro moter withoutc otr an Sftctio n withcju ngene. How e ver,itfailedto stim ulate c ol.
1agen asepro m oter･ Colage n asepro m oter w as stim ulated by ZFosgen e o nly when c o仕ansftcted withcjungen e. Deletio n
OfN-te rmina1133a mino acids 育o mZ Fosfusionpr otein, Whichw erederiv edfro mZprotein, re S ultedin a slg71iBc antloss of
加 nsactivation ability･ buttheloss w as rec ov ered by ad ding c orresponding llO amino acids of Fos protein･ A deletio n
m utan t Of Z Fosfusionprotein,la ckingN-ter mina1170a min o acidsderived fro mZprotein,lo st b
･ an S a C tivation abilityin the
absence ofJu nprotein･ The achv lty Ofthe m uta nt w as n otre c vered bythe ad diton ofc orresponding135 amin o acids of
Fos protein, al though it w a s still functio nal in the presen c e of Jun prOtein .
r
m u s, D N A binding dom ain and adjacent37
amino acids deriv ed 丘･O m Zprotein w ere e ss e nti alfor h
･
an S a Ctivationby Z Fosfusion proteinin the abse nce ofJunprotein ･
Gelretardation ass ay, u Sl nga n uClear extr a c tfro mF9c els tra nsftcted withZ Fosfusio nge ne,de m onstrated that, unlike Fos
and Zproteins, Z Fos chim ericpr oteininduc ed e xpre ssion ofce11ularA P-1 familyproteinswhich wo uld fbrm hetero com plex
WithZ Fosfusion pro tein･ T 山sin tu ru m ayle adtothe stim ulation oftr an SCnpho nfrom B M R F Ipr o m oter witho ut c otr anS-
fbction with the c-Junge ne･ T besere sultsindicatethatN terminal 163 amino a cids of Fosproteinincluding D N A binding
do m ainis replaceableby N te rmin al 198amin o acids ofZ pro tein･ a nd furtherm ore that this reglO n OfZ pro teinglVe SFos
proteina umqueprOpeuSitytofun ctio nin the abse nce ofex ogen eousJunprOtein･
